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要 : 【目的 ] 果 蝇 是 完全 交 态 昆虫 , 肾 期 经 历 了 幼虫 组 织 解 离 和 成 虫 组 织 重 塑 的 过 程 。 本 研究 
在 利用 细胞 谱系 追踪 方法 G-TRACE( Gal4 有 for real-time and clonal expression ) 这 一 新 着 
传 学 技术 ,检测 果 蝎 幼虫 后 肠 肠 细胞 在 肾 期 发 育 过 程 中 是 否 发 生 细 胞 迁移 。【 方 法 】 采 用 黑 腹 果 蝎 
Drosophila melanogaster engrailed-Gal4(en-Gal4 ) 品系 和 G-TRACE 品系 杂交 ,并 引入 tub-gal80 ”控制 
Gal4 的 开启 时 间 ,分 别 在 果 晶 幼虫 期 和 肾 期 进行 细胞 谱系 追踪 。 幼 虫 期 追踪 : 亲 代 产 卵 后 将 卵 置 
于 30% 培 养 ,3 龄 中 期 转 入 18 培养 ,成 中 现 杞 1 内 进行 检测 。 肾 期 追踪 : 亲 代 产 卵 后 将 卵 置 于 
18 心 培养 ,在 肾 期 不 同 发 育 阶段 转 入 30C 培 关 Te 化 后 检测 成 蛙 肠 道 。[ 结果 】 当 在 果 蝇 幼 
下 期 启动 细胞 谱系 追踪 ,在 肾 期 停止 追踪 ,发 现 中 肠 靠 近 中 后 肠 边 界 处 以 及 马 氏 管 存在 绿色 肠 细 
胞 。 而 当 在 果 晶 幼虫 期 关闭 细胞 谱系 追踪 ,在 肾 期 开始 追踪 , 则 发 现 吕 体 中 肠 各 部 位 及 马 氏 管 分 布 
着 绿色 肠 细胞 。en 基因 在 果 晶 肾 期 肠 道 中 表达 。【 结 论 】 结果 表 明 ,在 果 晶 肾 形 成 过 程 中 ,后 肠 的 
部 分 肠 细胞 迁移 至 中 肠 和 马 氏 管 ,参与 中 肠 和 马 氏 管 上 重 塑 。 本 研究 对 于 探索 昆虫 在 变态 发 育 过 
程 中 成 虫 器 官 的 重 塑 机 制 具有 重要 的 意义 。 
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Lineage tracing of Drosophila hindgut enterocytes by G-TRACE 
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Institute of Applied Biology, Shanxi University, Taiyuan 030006, China; 2. College of Life Science and 
Technology, Shanxi University, Taiyuan 030006, China) 

Abstract: [Aim) Drosophila is one of holometabolous insects. It undergoes the process of dissociation of 
old tissues and remodeling of adult tissues at the pupal stage. The objective of this study is to investigate 
whether hindgut enterocytes of Drosophila migrate into the midgut during metamorphosis by G-TRACE 
( Gal4 technique for real-time and clonal expression ) which is a new genetic technique. 【 Methods 】 
engrailed-Gal4 (en-Gal4) line and lineage-tracing line ( G-TRACE) of Drosophila melanogaster were 
hybridized , and tub-gal80™ was introduced to temporally control Gal4 activity. The cell lineage was traced 
at the larval and pupal stages, respectively. For larval stage tracing, eggs were cultured at 30°C after 
egg-laying by the parental generation, and the mid 3rd instar larvae were shifted to 18°C. The adult guts 
were detected within 1 d after eclosion. For pupal stage tracing, eggs were cultured at 18°C after egg- 


laying by the parental generation, pupae were shifted to 30°C at different stages, and adult guts were 
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detected after eclosion. 【 Results】In larval stage tracing of Drosophila, green intestinal cells appeared in 


the posterior section of midgut，which is adjacent to the hindgut-midgut boundary and Malpighian 


tubules. In pupal stage tracing of Drosophila, green intestinal cells appeared at different sections in the 


midgut and Malpighian tubules，and engrailed gene was expressed in Drosophila intestine at the pupal 


stage. 【 Conclusion 】These results suggest that during pupa formation, part of the hindgut cells migrate 


into the midgut or Malpighian tubules and are involved in the reformation of adult midgut or Malpighian 


tubules. This study is of important significance in understanding the mechanisms of insect organ 


remodeling during metamorphosis. 


Key words: Drosophila; holometabolous insect; intestine; cell lineage tracing; cell migration; G- 
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果 蝇 是 经 典 的 模式 生物 ,其 生命 周期 包括 卵 、 幼 
虫 . 师 和 成 虫 4 个 阶段 ,为 典型 的 完全 变态 昆虫 。 果 
晶 肠 道 由 前 肠 .中 肠 和 后 肠 3 部 分 组 成 ,是 食物 消化 
和 和 营养 吸收 的 主要 场所 (Suilbytska，2015 ) 。 果 晶 
肠 道 在 生理 结构 和 遗传 调控 方面 与 哺乳 动物 具有 很 
高 的 相似 性 , 因此, 常 作为 发 育 生物 学 的 研究 对 象 
( Ohlstein and Spradling, 2006; Wilson and Kotton, 
2008; Apidianakis and Rahme, 2011 ) 。 果 晶 肠 道 的 
细胞 谱系 相对 简单 ,但 对 于 肠 道 不 同 细 胞 
(Strilbytska, 2015 ) 谱系 的 分 化 关系 尚 缺乏 深入 研 
究 。 探 究 果 晶 肠 道 细胞 的 谱系 发 育 过 程 ,对 于 研究 
昆虫 的 器 官 发 育 机 制 有 着 重要 意义 。 

细胞 谱系 分 析 技 术 G-TRACE ( Gal4 technique 
for real-time and clonal expression ) 是 近年 来 开发 的 
一 项 新 的 遗传 学 技术 ,该 技术 结合 Gal4/UAS 系统 









































化 为 不 成 熟 的 “成 肠 细胞 ” ,再 由 “成 肠 细胞 ”进一步 
分 化 为 成 熟 的 “ 肠 上 皮 细 胞 ”或 “ 肠 内 分 泌 细胞 ” 
( Micchelli and Perrimon, 2006; Wang et al., 2015 ) 。 
Zeng 和 Hou(2015 ) 利用 在 “成 肠 细胞 ”特异 表达 的 
Su( 昌 ) GBE-Gal4 进行 细胞 追踪 ,发 现 “ 成 肠 细胞 ”只 
能 分 化 为 “ 肠 上 皮 细 胞 ”, 并 不 能 分 化 为 “ 肠 内 分 泌 
细胞 ”。“ 上 肠 内 分 泌 细 胞 ”是 由 部 分 “中 肠 干 细胞 ” 
经 历 一 个 中 间 态 的 “ 肠 内 分 泌 细 胞 ”的 前 体 分 化 而 
来 。 细 胞 谱系 追踪 技术 可 以 清楚 地 确定 细胞 谱系 之 
间 的 关系 ,利用 这 一 技术 示 踪 果 蝇 肠 细胞 ,可 以 扩展 
对 肠 细胞 来 源 及 分 化 的 认 知 。 

G-TRACE 技术 还 可 以 通过 追踪 子 代 细胞 的 分 
布 动 向 ,人 研究 组 织 细 胞 的 迁移 情况 。Takashima 等 
(2013) 利 用 在 中 上 肠 “ 干 细胞 ”表达 的 esg-Gal4 驱动 
细胞 追踪 ,发 现 中 肠 干 细胞 在 肾 期 发 育 过 程 中 可 以 























和 FLP(flipase)-out 技术 ,用 不 同 颜 色 的 奖 光 和 蛋白 标 
记 不 同 的 细胞 ,以 示 踪 细胞 谱系 变化 状态 。 其 基本 
原理 为 : Gal4 蛋白 分 别 开 启 UAS-FLP 和 UAS-RFP 
( red fluorescent protein ) 的 表达 ,FLP 酶 被 Cal4 和 蛋白 
开启 之 后 ,切除 两 FRT 位 点 (FLP recombination 
targets，FRTs) 之 间 的 转录 终止 子 , 使 得 Ubi-p63E 启 
动 子 持续 启动 EGFP (enhanced green fluorescent 
protein ) 的 表达 ,这 种 表达 是 可 遗传 的 , 即 表达 Gal4 
细胞 的 子 代 细 胞 , 亦 可 持续 表达 绿色 痰 光 和 蛋白 
ECFP。 正 在 表达 Gal4 蛋白 的 细胞 由 红色 荧光 蛋白 
RFP 标记 ,该 标记 依赖 于 Gal4 的 存在 , Gal4 一 旦 关 
闭 , 红 色 严 光 也 会 随 之 消失 ( Evans et al.，2009 ) 。 
该 技术 可 以 追踪 基因 在 组 织 生长 发 育 过 程 中 的 表达 
模式 和 区 域 的 变化 ,精确 地 追踪 细胞 的 分 化 情况 。 

果 蝇 中 肠 细胞 包括 中 肠 干细胞 (intestinal stem 
cell, ISC) .成 肠 细 胞 (enteroblast， EB) 、 肠 内 分 泌 细 
胞 (enteroendocrine，EE) 和 上 肠 上 皮 细 胞 (enterocyte， 
EC)。 长 期 以 来 人 们 普遍 认为 “中 上 肠 干 细胞 ”首先 分 




















移动 至 马 氏 管 ,构成 成 虫 马 氏 管 的 一 部 分 。 果 晶 的 
后 肠 进 一 步 分 为 幽门 (pylorus) 回肠 (ileum) 和 直肠 
(rectum) (Iwaki and Lengyel, 2002)。 项 门 紧 邻 中 
后 肠 交 界 处 ,有 一 条 特殊 的 细胞 条 带 ,被 称 作 “后 上 肠 
增殖 区 ” (HPZ) 。“ 后 肠 增殖 区 ”干细胞 在 肾 期 进行 
快速 分 裂 ,并 向 后 移动 ,逐渐 分 化 为 成 熟 的 后 肠 肠 细 
胞 。 该 细胞 条 带 对 于 成 虫 后 肠 的 形成 起 着 关键 的 作 
用 (Takashima et al.，2008) 。Takashima 等 (2013 ) 
用 brachyenteron-Gal4 (byn-Gal4 ) 对 后 肠 细胞 追踪 ， 
报道 称 后 肠 增殖 区 干细胞 可 以 迁移 至 中 肠 , 成 为 中 
肠 的 一 部 分 。 然 而 byn 不 仅 在 “后 肠 增殖 区 ”表达 ， 
也 在 后 肠 的 肠 细 胞 中 表达 ,所 以 仅 采 用 byn-Gal4 驱 
动 追踪 ,难以 确定 迁移 至 成 虫 中 肠 的 是 增殖 区 干 细 
胞 还 是 后 肠 肠 细胞 。 

果 蝇 是 完全 变态 昆虫 ,在 肾 期 可 发 生 组 织 器 官 
解 离 .融合 以 及 成 虫 组 织 的 重新 形成 (Takashima et 
al., 2011) 。 前 人 研究 认为 ,在 晴 期 的 形变 过 程 中 仅 
马 氏 管 得 以 存活 ,继续 发 育 为 成 虫 马 氏 管 (Takashima 

























































































12 其 张 徐 波 等 : 利 
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et al., 2013) ,而 幼虫 的 肠 细 胞 在 晴 期 经 历程 序 性 死 
亡 (Takashima et ol.，2008) 。 那 么 ,在 此 形变 过 程 
中 ,幼虫 后 肠 肠 细胞 是 和 否 全 部 凋 亡 后 被 新 的 细胞 取 
代 , 还 是 部 分 存活 下 来 继续 发 育 为 成 虫 的 肠 道 ?” 目 
前 ,对 于 这 个 问题 尚未 见 明确 的 报道 。engrailed 
(en) 作 为 选择 者 基因 ,在 果 蝇 胚胎 早期 发 育 中 扮演 
分 节 基 因 的 角色 (Mohler and Vani,1992)。en 在 幼 
虫 的 后 肠 肠 细胞 表达 ,而 其 在 师 期 肠 道 是 否 有 表达 ， 
并 没有 相关 的 研究 报道 。 在 幼虫 阶段 ,en 的 表达 仅 
限于 后 肠 回肠 段 青 隔 间 ,在 后 肠 增殖 区 所 在 的 幽门 
段 没 有 表达 , 比 byn 表达 区 域 更 小 (TIwaki and 
Lengyel, 2002) 。 由 于 果 晶 晴 期 组 织 器 官 的 解剖 存 
在 很 大 困难 , 肾 期 不 同 组 织 的 细胞 命运 的 变化 难以 
观察 和 检测 ,所 以 采用 en-Gal4 驱动 细胞 追踪 ,可 以 
清楚 地 显示 果 晶 师 期 后 肠 肠 细胞 的 命运 ,同时 ,也 有 
助 于 了 解 en 在 晴 期 肠 道 中 的 表达 状态 ,对 于 揭示 昆 
虫 肠 道 的 发 育 机 制 有 着 重要 的 意义 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 果 蝇 品系 的 来 源 、 杂 交 与 处 理 方法 

转基因 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 品系 
en-Cal4，UAS-CFP 和 tub-Gal80" 来 自 中 国 农业 大 学 
沈 杰 教授 课题 组 。G-TRACE 品系 (UAS-RFP, UAS- 
FLP，ubi-p63E > STOP > GFP ) 来 自 Bloomington 果 
蝇 品 系 中 心 。 细 胞 谱系 追踪 杂交 品系 基因 型 为 :en- 
Gal4/ +, UAS-RFP, UAS-FLP, ubi-p63E > STOP > 
GFP/tub-Gal80*。 为 检测 成 虫 肠 道 en 基因 表达 模 
式 , 直 接 解 剖 en > GFP (en-Gal4，UAS-GFP) 的 果 蝇 
品系 。 培 养 基 为 标准 的 玉米 粉 琼 脂 培养 基 。 将 果 曙 
分 别 在 18 和 30% 培养 箱 中 饲养 ,运用 tub-Cal80” 
温 控 因子 控制 Gal4AUAS 系统 在 不 同 温度 条 件 下 的 
开启 和 关闭 ,从 而 控制 细胞 谱系 追踪 的 时 间 。 

追踪 方法 如 下 。 幼 虫 期 追踪 :杂交 后 亲 代 在 
18C 产 卵 24 h 后 将 卵 置 于 30%C 饲养 ,开启 Gal4/ 
UAS 系统 ,直至 幼虫 生长 至 3 龄 中 期 ,转移 到 18%C 
培养 ,使 其 Gal4 活力 在 师 期 阶段 处 于 关闭 状态 , 羽 
化 后 1-2 d 之 内 解剖 。 晴 期 追踪 :杂交 后 亲 代 在 
18%C 下 产 卵 24 hb, 将 卵 继续 在 18Y 培养 ,直至 子 代 
幼虫 生长 至 师 早 期 . 师 中 期 和 师 末 期 后 分 别 转 人 到 
30C 培 养 ,开启 Gal4 活力 。 羽 化 后 1 -2 d 之 内 解 
剖 肠 道 。 
1.2 果 蝇 后 肠 解剖 及 抗体 染色 

幼虫 期 肠 道 解剖 :首先 在 普通 光学 显微镜 下 ,用 



































































































































杀 子 将 3 龄 幼虫 靠近 头 部 1/4 处 截断 ,将 后 段 肠 道 
部 分 翻 出 ,去 掉 脂 肪 体 等 器 官 组 织 。 成 虫 期 后 肠 解 
剖 : 首 先 用 狂 子 将 成 虫 头 部 及 友和 腿 去 掉 ,将 腹部 表 
皮 撕 开 , 去 除 脂肪 体 、 卵 集 和 精 梨 等 组 织 。 幼 虫 期 与 
成 虫 期 肠 道 解剖 之 后 均 按 照 如 下 步骤 进行 ,将 剩余 
组 织 浸泡 于 含 4% 甲醛 的 固定 液 中 国定 40 min , 洗 
涤 固 定 液 后 ,进行 DAPI 染色 。 组 织 在 50% 甘油 中 
进行 二 次 解剖 ,去 除 表皮 等 多 余 组 织 ,将 肠 道 留 于 载 
玻 片 上 , 封 片 拍照 。 
1.3 数据 采集 

本 研究 采用 倒置 欧 光 显微镜 EVOS fl 成 像 系 
统 ,图 片 选用 10 x 目镜 拍照 ,标尺 长 度 为 100 pm。 
使 用 SPSS 对 子 代 成 虫 肠 道 EGFP 表达 细胞 进行 统 
计 , 并 用 CraphPad Prism 5 软件 对 统计 数据 进行 柱 
状 图 制作 。 



















































































2 结果 


2.1 en 基因 在 果 蝇 幼虫 期 和 成 虫 期 肠 道 中 的 表达 
模式 

en 基因 对 果 晶 幼虫 时 期 的 后 肠 发 育 起 着 重要 
的 作用 , 它 在 幼虫 时 期 回肠 区 的 背 隔 间 表 达 ,在 后 肠 
的 其 他 区 域 和 整个 中 肠 都 没有 表达 。 

en-Gal4 转基因 品系 与 C-TRACE 品系 的 杂交 子 
代 (en-Gal4/ + ,UAS-RFP, UAS-FLP, ubi-p63E > 
STOP > GFP/tub-Gal80" ) 在 胚胎 期 转 至 30Y 培养 ， 
生长 至 幼虫 3 龄 中 期 ,解剖 肠 道 进行 观察 。 杂 交 子 
代 中 实现 了 en-Gal4 同时 驱动 UAS-FLP 和 RFP 的 
表达 ,红色 荧光 蛋白 RFP 标记 正在 表达 en 基因 的 
细胞 ,FLP 酶 催化 Ubi-p63E > stop > EGFP 的 FRT 位 
点 发 生 重 组 , 使 得 Ubi-p63E 启动 子 持续 地 驱动 
EGFP 的 表达 。 结 果 显 示 , 所 有 的 背 隔 间 回 肠 段 细 
胞 都 检测 到 很 强 的 RFP 表达 ,以 及 强 弱 并 不 均一 的 
EGFP 表达 (图 1: A -C) ,表明 EGFP 的 激活 需要 较 
长 的 时 间 。 为 验证 成 虫 肠 道中 en 是 否 继续 表达 ,我 
们 解剖 羽化 后 不 同时 间 段 的 en > GFP 成 虫 ,发 现 无 
论 是 中 肠 、 后 肠 还 是 马 氏 管 , 所 有 细胞 都 没有 GFP 
信和 号。 表明 en 在 成 虫 期 的 肠 道中 表达 已 经 关闭 (图 
2:A-B)。 
2.2 果 蝇 后 肠 细胞 在 晴 期 的 迁移 情况 追踪 

杂交 子 代 在 幼虫 时 期 进行 细胞 追踪 ,化 师 之 前 
关闭 Gal4 活力 ,保证 晴 期 的 Cal4 活力 完全 处 于 关 
闭 状态 ， 羽 化 后 观察 成 虫 肠 道 细胞 。 如 果 幼 虫 期 一 
部 分 肠 道 细胞 能 够 检测 到 EGFP 的 表达 ， 说 明 这 些 
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图 1 engrailed 基因 在 黑 腹 果 蝇 杂 





交 子 代 3 龄 幼虫 后 肠 中 的 表达 模式 (A - C) 和 幼虫 其 


| adult 














追踪 的 杂交 子 代 的 





成 虫 肠 道 示意 图 ( A’ -DD') 


Fig. 1 


of hybrid progeny traced in the larval stage (A!’ 


Expression patterns of engrailed in the hindgut of the 3rd instar larvae of hybrid progeny (A —C) and adult intestinal map 


—D’) of Drosophila melanogaster 


A-C: 分 别 是 RFP, GFP 及 RFP + GFP + DAPI 的 二 加 RFP, GFP and overlay of RFP + GFP + DAPI, respectively; B' - D': 分 别 是 RFP, GFP 及 
RFP + GFP + DAPI 的 铸 加 RFP，GFP and overlay of RFP + GFP + DAPI，respectively. 杂交 子 代 基 因 型 Genotypes of hybrid progeny: en-Gal4/ + ， 





mt: 马 氏 管 Malpighian tubules; HPZ: 后 肠 增殖 区 Hindgut proliferation zone. 白色 
色 Red: RFP( 红 色 荧 光 和 蛋白 Red fluorescent protein ) ; 绿色 Green: ECGFP( 加 强 绿 色 菊 光 和 蛋白 Enhanced green fluorescent protein ) ; 

















DAPI( 细胞 核 染 料 Cell nuclear dye). 标尺 Scale bar = 100 pm. 








细胞 保留 到 成 虫 期 。 结 果 发 现 ,后 肠 细胞 既 无 RFP， 
也 没有 EGFP 的 表达 ,表明 果 蝇 成 虫 后 肠 的 肠 细胞 
被 新 的 细胞 所 取代 。 但 是 在 中 肠 靠 近 中 后 肠 边 界 
处 ,有 一 些 中 肠 肠 细胞 表达 ECFP( 图 1: A' -D')。 
由 于 Gal4/UAS 系统 在 晴 期 处 于 关闭 状态 ,不 表达 
新 的 菊 光 蛋白 。 因 此 ,表达 EGFP 的 细胞 来 自 于 幼 
虫 时 期 的 后 肠 肠 细胞 。 同 时 对 幼虫 期 追踪 的 子 代 成 
虫 肠 道 EGFP 细胞 进行 了 统计 ,结果 显示 在 中 肠 距 
中 后 肠 边 界 大 约 400 pm 以 内 区 域 的 EGFP 细胞 占 
整个 肠 道 EGFP 细胞 的 绝 大 比例 (图 3)。 这 些 结果 
结合 en 基因 在 幼虫 期 肠 道中 的 表达 模式 共同 说 明 ， 
幼虫 后 肠 的 肠 细 胞 在 师 期 并 没有 完全 凋 亡 ,其 中 一 
些 细胞 跨 过 中 后 肠 边 界 ,进入 中 肠 ,成 为 成 虫 中 肠 的 
一 部 分 。 

此 外 ,在 马 氏 管 的 基部 ,也 发 现 少量 表达 EGFP 

























































































UAS-RFP，UAS-FLP，ubi-p63E > STOP > GFP/tub-Gal80* ; Embryo: 胚胎 期 Embryo stage; 1st instar: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 2nd instar: 2 龄 幼 
虫 2nd instar larva; 3rd instar: 3 龄 幼虫 3rd instar larva; Pupa: 师 期 Pupal stage; Adult: 成 虫 期 Adult stage; mg: 


中 肠 Midgut; hg: 后 肠 Hindgut; 
虚线 White dotted line: 中 后 肠 边 界 Hindgut-midgut boundary; 红 
蓝 色 Blue: 














表明 ,在 肾 期 ,分 化 成 熟 的 后 肠 肠 细胞 会 跨 过 中 后 肠 
ene na cisely 
组 织 融 合 而 发 生 迁 移 和 重 排 。 
2.3 ”en 基因 在 果 蝇 晴 期 肠 道中 的 表达 模式 
果 晶 师 期 某 些 阶段 ,组 织 会 发 生 解 离 ,不 利于 解 
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训 和 免疫 组 化 实验 的 开展 ,这 对 于 晴 期 基因 表达 模 
式 的 研究 ,造成 很 大 的 困难 。 将 杂交 子 代 在 幼虫 时 





期 在 18% 培养 ,关闭 Gal4 的 活力 。 化 晴 后 转 至 
30%C ,开局 细胞 追踪 。 结 果 显示 ,ECGFP 表达 细胞 不 
仅 出 现在 中 肠 后 端 ,而 且 中 肠 其 他 部 位 均 有 分 布 , 然 
而 在 后 肠 并 没有 ECFP 的 表达 (图 2: A' -D'") , 同 
时 ,对 师 期 追踪 的 子 代 成 虫 肠 道 细 胞 进行 了 统计 , 结 
果 显 示 在 中 肠 距 中 后 肠 边 界 400 pm 以 内 区 域 的 
EGFP 细胞 只 占 较 小 比例 (图 3), 由 于 在 幼虫 阶段 ， 
en-Gal4 活力 被 抑制 ,无 法 激活 产生 红 绿 荧光 和 蛋白， 



















































































的 细胞 ,说 明 一 些 细 胞 会 迁移 至 马 氏 管 。 实 验 结果 








因此 成 虫 肠 道 的 EGFP 是 在 晤 期 产生 。 这 说 明 ，en 
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|Embryol lst instar| 2nd instar | ”3rd instar | Pupa | Adult 

















图 2 ”engrailed 基因 在 en > GFP 基因 型 黑 腹 果 蝇 成 虫 肠 道 中 的 表达 模式 (A -B) 和 师 期 追踪 的 杂交 子 代 的 
成 虫 肠 道 示意 图 (A' -D') 








Fig. 2 Expression patterns of engrailed in the adult gut in Drosophila genotype en > GFP (A - B) and adult intestinal map 





STOP > GFP/tub-Gal80®™. 





EGFP( 加 强 绿 


区 域内 EGFP 表 达 细 胞 所 占 百分比 


图 3 易 


Percentage of EGFP 
expressing cells in the region 
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of hybrid progeny traced in the pupal stage (A’ ~ D’) of Drosophila melanogaster 

中 上 肠 不 同 区 域 和 马 氏 管 的 一 些 细胞 表达 EGFP 。A part of cells from different sections of midgut and Malpighian tubules expressing EGFP. A -B: 分 
别 是 GFP 及 GFP + DAPI 的 闭 加 GFP and overlay of GFP + DAPI， respectively; B' - D': 分 别 是 RFP, GFP 及 RFP + GFP + DAPI 三 者 的 到 加 RFP， 
GFP and overlay of RFP + GFP + DAPI, respectively. 杂交 子 代 基因 型 Genotypes of hybrid progeny: en-Gal4/ + , UAS-RFP, UAS-FLP, ubi-p63E > 


吕 大 400 um 
mi >400 pm 


幼虫 期 


Embryo: 胚胎 期 Embryo stage; 1st instar: 
幼虫 3rd instar larva; Pupa: 师 期 Pupal stage; Adult: 成 虫 期 Adult stage. 
色 荧 光 和 蛋白 Enhanced green fluorescent protein ) ; 蓝 色 Blue: DAPI( 细胞 核 染料 Cell nuclear dye). 标尺 Scale bar = 100 pm. 





师 期 


Larval stage Pupal stage 


腹 果 蝇 中 肠 不 同 区 域 EGFP 表达 缉 





H 胞 的 所 占 比 例 


Fig. 3 Proportion of EGFP expressing cells in different 


regions of the midgut of Drosophila me 


中 肠 距 中 后 肠 边 界 400 pm 以 内 的 区 域 The region 


<400 pr 


n: 


lanogaster 





within 400 pm from the boundary of midgut and hindgut in the midgut; 
>400 pm; 中 肠 距 中 后 肠 边界 大 于 400 pm 的 


the midgut further 


hindgut. 
+ SD. 





图 中 数值 为 平 





区 域 The region of 


than 400 pm from the boundary of midgut and 


FE 均值 + 标准 差 。Data in the figure are mean 





1 龄 幼虫 1st instar larva; 2nd instar: 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 3rd instar: 3 龄 





红色 Red: RFP( 红 色 欧 光 和 蛋白 Red fluorescent protein ) ; 绿色 Green: 





在 晴 期 的 肠 道 有 表达 。 分 别 在 晴 期 不 同 发 育 阶段 ， 
早期 \ 中 期 和 后 期 开启 追踪 , 均 发 现 部 分 中 肠 细胞 有 
ECFP 的 表达 。 说 明 即 使 是 在 师 后 期 ,en 基因 依然 
在 果 晶 肠 道 中 表达 , 且 其 表达 在 成 虫 羽化 之 后 关闭 。 












































3 讨论 








细胞 谱系 分 析 技 术 是 一 种 最 近 几 年 开发 的 新 的 
遗传 学 技术 ,可 以 有 效 地 追踪 组 织 发 育 过 程 中 细胞 
命运 的 变化 和 子 代 细 胞 分 布 迁移 情况 ,逐渐 成 为 研 
究 生 物 发 育 机 制 的 重要 手段 。 该 技术 最 早 使 用 dpp- 
Gal4 等 对 果 蝇 翅 芽 细胞 谱系 进行 追踪 ,研究 发 现 翅 芽 

前 隔 间 大 部 分 细胞 保持 EGFP 的 表达 。 表 明 翅 芽 大 
部 分 细胞 的 亲 代 曾经 为 Dpp 产生 区 域 ( 怒 芽 “ 组 织 
中 心 ”) 的 细胞 , 随 着 怒 芽 的 生长 , 子 代 细胞 逐渐 离开 
这 个 特殊 的 区 域 ,不 再 产生 Dpp 信号 (Evans et al.， 
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2009 ) 。 研 究 结 果 对 于 了 解 翅 芽 “ 组 织 者 中 心 ” 与 周 
边区 域 在 发 育 过 程 中 的 细胞 谱系 关系 有 重要 意义 。 
最 近 几 年 ,G-TRACE 技术 逐渐 应 用 于 发 育 生 物 学 领 
域 , 成 为 检测 细胞 谱系 发 育 模式 的 重要 方法 。 

肠 道 是 果 蝇 的 主要 消化 器 官 , 在 豚 胎 期 便 已 经 
形成 。 中 肠 来 源 于 内 胚层 ,后 肠 和 马 氏 管 来 源 于 外 
胚层 (Takashima et al., 2013 ) 。 后 肠 的 肠 细 胞 为 单 
层 柱状 上 皮 细 胞 ,具有 吸收 水 分 的 功能 ,在 果 晶 发 育 
过 程 中 起 重要 的 作用 。 目 前 ,关于 后 肠 肠 细胞 的 细 
胞 命运 尚未 有 明确 的 研究 。en 基因 是 果 蝇 发 育 过 
程 中 重要 的 调控 基因 ,在 幼虫 的 肠 道中 ,en 只 在 回 
肠 段 背 隔 间 特 异 表 达 。 本 人 研究 利用 en-Gal4 驱动 后 
肠 的 细胞 追踪 ,检测 后 肠 细胞 命运 的 变化 。 在 化 肾 
之 前 即 在 3 龄 中 期 关闭 en-Gal4 的 活力 ,结果 发 现 
成 虫 中 肠 末端 有 绿色 细胞 存在 。 由 于 Ubi-p63E- 
EGFP 的 表达 开启 始 于 幼虫 时 期 的 肠 细胞 , 师 期 
Gal4 处 于 关闭 状态 ,不 再 激活 EGFP 的 表达 ,我 们 推 
测 这 些 绿色 细胞 可 能 来 自 于 幼虫 期 后 肠 细胞 或 其 子 
代 细 胞 。 已 有 研究 表明 en 所 在 的 回肠 区 域 的 细胞 
在 晴 期 无 法 进行 正常 的 有 丝 分 裂 (Fox et al.， 
2010) ,因此 ,绿色 细胞 并 不 是 幼虫 期 后 肠 细胞 所 分 
裂 形 成 的 子 代 细胞 , 而 是 由 幼虫 期 后 肠 肠 细胞 直接 
迁移 至 中 肠 所 致 。 

我 们 进一步 开展 晴 期 阶段 的 细胞 追踪 , 发现 中 
肠 的 不 同 区 域 以 及 马 氏 管 基部 都 有 表达 ECFP 的 细 
胞 。 这 里 存在 两 种 可 能 性 :第 一 ,en 可 能 继续 在 后 
肠 区 域 表 达 , 在 发 育 过 程 中 ,迁移 至 中 肠 ; 第 二 , en 
在 肾 期 中 肠 细胞 直接 表达 。 本 研究 在 肾 期 不 同 阶段 
开启 细胞 追踪 ,发 现 即使 在 肾 后 期 开启 细胞 追踪 ,中 
肠 不 同 部 位 ,包括 远离 中 后 肠 边 界 的 区 域 ,也 存在 大 
量 的 绿色 肠 细胞 。 说 明 在 肾 后 期 ,en 仍然 在 肠 道中 
表达 。 解 前 羽 化 1 d 内 的 成 虫 ,发 现 中 肠 和 马 氏 管 
一 些 细胞 有 微弱 的 红色 奖 光 和 蛋 日 表达 ,说明 en 极 有 
可 能 在 晴 期 中 肠 中 直接 表达 。 利 用 RT-qPCR 也 可 
以 检测 en 基因 在 晤 期 肠 道 是 否 有 表达 。 但 是 果 蝇 中 
肠 包含 多 种 细胞 类 型 ,用 RT-qPCR 技术 无 法 显示 en 
基因 表达 的 具体 细胞 类 型 ;其 次 ,由 于 表达 en 基因 的 
细胞 占 少数 ,利用 RT-qPCR 检测 的 结果 容易 被 人 为 
的 误差 所 掩盖 ,因此 没有 G-TRACE 技术 更 直观 可 信 。 

研究 肠 道 细 胞 谱系 的 发 育 模式 ,有 利于 深入 了 解 
肠 道 的 发 育 机 制 。 本 研究 分 别 在 果 蝇 幼虫 期 和 师 期 
进行 细胞 追踪 ,发 现 幼虫 期 后 肠 肠 细胞 并 非 完 全 凋 
亡 ,而 是 有 一 部 分 迁移 至 中 肠 或 马 氏 管 ,构成 成 虫 中 
肠 或 马 氏 管 的 一 部 分 。 这 说 明 果 蝇 成 虫 中 肠 的 部 分 





































































































细胞 来 自 于 幼虫 期 的 后 肠 细 胞 , 晴 期 中 肠 和 后 肠 的 边 
界 并 不 稳定 。 此 外 ,我 们 研究 了 en 基因 在 果 晶 肠 道 
中 的 表达 模式 ,发现 en 在 晴 期 的 肠 道 中 表达 ,在 成 虫 
时 期 关闭 ,补充 了 对 en 基因 在 肠 道中 表达 模式 的 认 
识 。 研 究 结果 揭示 了 果 蝇 后 肠 细胞 在 形变 过 程 中 的 
发 育 模式 ,可 为 研究 其 他 变态 昆虫 的 肠 道 细 胞 谱系 
发 育 模式 提供 参考 。 
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